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A recuperação e criopreservação dos espermatozoides epidídimários é uma ferramenta promissora no resgate 
e/ou prevenção da perda de material genético de machos valiosos ou estimados, ou mesmo, de animais em 
risco de extinção. A conservação destes espermatozoides na espécie felina doméstica ainda apresenta 
resultados conflitantes, dificultando a aplicação da biotécnica na área comercial, para animais de padrão racial 
desejado. Contudo, inúmeras pesquisas investigam as peculiaridades fisiológicas dos espermatozoides felinos, 
com o intuído de desenvolver protocolos e meios de criopreservação promissores. Assim, alguns trabalhos já 
reportaram sucesso na congelação dos espermatozoides epididimários de gatos, bem como, no emprego destas 
células em técnicas de reprodução assistida (inseminação artificial e fecundação in vitro). Portanto, o presente 
artigo tem como finalidade explanar os principais avanços na área da recuperação e conservação dos 
espermatozoides epididimários para os gatos domésticos e, enfatizar as perspectivas futuras destes trabalhos 
na conservação do germoplasma felino. 
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Abstract 
The recovery and cryopreservation of epididymal sperm is a promising tool in the rescue and prevention of 
loss of genetic material from valuable and/or estimated males, or even animals at risk of extinction.  The 
conservation of these gametes in the domestic feline species still presents conflicting results, hindering the 
application of this biotechnology in the commercial area for animals of the desired racial pattern. However, 
numerous studies investigate the physiological peculiarities of feline sperm with the objective of developing 
promising cryopreservation protocols and means.  Thus, some studies have reported success in the freezing of 
epididymal sperm, as well as in the use of these cells in assisted reproduction techniques (artificial insemination 
and in vitro fertilization).  Therefore, this article aims to explain the main advances in the area of recovery and 
conservation of epididymal sperm for domestic cats and to emphasize the future prospects of this work in the 
conservation of feline germplasm. 
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Introdução 
A recuperação e criopreservação dos 
espermatozoides epididimários são biotécnicas 
potenciais no resgate do material genético de 
machos valiosos e/ou estimados, visto que permite 
a obtenção de células viáveis de animais post-
mortem, bem como, o armazenamento destes 
gametas por tempo indeterminado e sua posterior 
utilização em programas de reprodução assistida 
(Chatdarong, 2017). Ademais, a manipulação dos 
espermatozoides epididimários é uma alternativa 
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para resguardar o material genético quando o 
animal é acometido de alguma patologia que 
interrompa precocemente seu papel reprodutivo 
(Oliveira et al., 2010).  
Nos felinos, a criopreservação dos 
espermatozoides ainda é um desafio devido à 
peculiaridade da teratozoospermia, condição na 
qual 60% ou mais dos espermatozoides mostram-
se morfologicamente anormais, sendo que no gato 
doméstico esta pode ser expressa esporadicamente, 
mesmo em animais normais (cerca de 30%), em 
decorrência dos fatores ambientais (Pukazhenthi et 
al., 2006; Emerenciano et al., 2013).  Neste sentido, 
sabe-se que amostras espermáticas de machos 
teratozoospérmicos apresentam maior 
susceptibilidade às crioinjúrias, o que dificulta a 
obtenção de resultados consistentes e confiáveis 
(Pukazhenthi et al., 1999). Somado a isto, a 
manipulação dos espermatozoides epididimários 
requer o desenvolvimento de protocolos 
específicos, visto que estas células não se 
encontram em contato com o plasma seminal e 
consequentemente, podem ser mais 
termossensíveis do que as oriundas do sêmen 
(Hermansson e Axnér, 2007).  
As atuais pesquisas na área de reprodução de 
felinos vislumbram compreender as peculiaridades 
fisiológicas do gameta masculino, especialmente, a 
influência da morfologia na qualidade espermática 
pós-descongelação e habilidade de fertilização, 
com intuito de viabilizar a aplicabilidade comercial 
da criopreservação na espécie (Brusentsev et al., 
2018; Prochowska et al., 2018). Assim, foi 
objetivado nesta revisão explanar sobre os avanços 
da recuperação e criopreservação dos 
espermatozoides epididimários de gatos 
domésticos, com ênfase para as perspectivas 
futuras destes trabalhos na conservação do 
germoplasma felino. 
 
Características dos espermatozoides 
epididimários na espécie felina doméstica  
O conhecimento das características do fluido 
epididimário e dos espermatozoides felinos é 
crucial para o desenvolvimento de protocolos de 
criopreservação adequados.  Até o presente 
momento, não se tem dados referentes à 
caracterização bioquímica do fluído epididimário; 
contudo, Axénr (2006) reportou, em estudos 
preliminares, a presença da hipotaurina, taurina e 
fosfatase alcalina na secreção epididimária do gato 
doméstico. Alguns trabalhos atuais vêm elucidando 
necessidades/particularidades dos espermatozoides 
epididimários.  
Recentemente, foi demostrado que 
espermatozoides recuperados de distintas regiões 
do epidídimo apresentam diferentes tolerâncias ao 
estresse osmótico, de modo que os da cauda são 
mais sensíveis a condições hipertônicas (igual ou 
superior a 900 mOsm), quando comparados com os 
do corpo e da cabeça. Possivelmente, istoé devido 
à composição diferenciada do fluido epididimário 
de cada região, associado ao grau de maturidade 
dos gametas e modificações na sua membrana 
plasmática durante o trânsito epididimário 
(Kunkitti et al., 2017). Todavia, espermatozoides 
da cauda e do corpo do epidídimo apresentam igual 
habilidade de sofrer capacitação, reação 
acrossômica e fertilização in vitro (Kunkitti et al., 
2015; Kunkitti et al., 2016). 
Uma condição peculiar amplamente 
investigada nos felinos é a teratozoospermia, visto 
que esta influencia negativamente o sucesso da 
criopreservação espermática. Células 
teratozoospérmicas são mais suscetíveis a danos na 
membrana plasmática, induzidos pela refrigeração, 
bem como à reação acrossômica prematura e/ou à 
criocapacitação espermática (Pukazhenthi et al., 
1999). Alguns autores acreditam que tal 
suscetibilidade deve-se a diferenças na composição 
lipídica das membranas das células 
teratozoospérmicas em relação às 
normoespérmicas, contudo, no gato isto não foi 
elucidado (Hashemitabar et al., 2015; Toniolli et 
al., 2017).  
A teratozoospermia também infere sobre a 
tolerância osmótica, comprometendo a motilidade 
e a integridade da membrana dos espermatozoides 
criopreservados. Sabe-se que células 
morfologicamente anormais produzem maiores 
quantidades de espécies reativas de oxigênio, tais 
como superóxido (O2-), peróxido de hidrogênio 
(H2O2) e hidroxila (OH-), o que eleva a 
susceptibilidade a danos, inclusive no DNA 
(Pukazhenthi et al., 2001; Souza e Morais, 2016).  
Neste sentido, Mota e Ramalho-Santos (2006) 
correlacionaram positivamente anomalias na 
cabeça do espermatozoide de gatos domésticos 
com defeitos do DNA detectados por teste de 
TUNEL. 
Terrel et al. (2010) relataram menor 
motilidade (60%) e integridade do acrossoma 
(75%) dos espermatozoides de animais 
considerados teratozoospérmicos quando 
comparado com normoespérmicos (75% e 85%, 
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respectivamente). Somado a tais observações, foi 
constatado o comprometimento metabólico nas 
amostras espermáticas teratozoospermicas, no qual 
a menor produção de lactato e absorção de piruvato 
e glicose inferiu negativamente na qualidade 
espermática (Terrel et al., 2010).  
Embora a morfologia espermática seja 
bastante investigada, não se tem nenhum estudo 
morfométrico com dados detalhados sobre 
dimensões da cabeça, peça intermediária e cauda 
do espermatozoide no gato ou nos demais felinos. 
Logo, pesquisas desta natureza se fazem 
importantes para geração de valores de referência 
para células morfologicamente normais na espécie 
(Martins e Justino, 2015). 
 
Transporte e conservação dos epidídimos 
O transporte e armazenamento adequado dos 
complexos testículos-epidídimos (CTE’s) é o 
primeiro passo para obtenção de gametas viáveis e 
sua posterior conservação. De modo geral, as 
gônadas podem ser mantidas a temperatura 
ambiente, por até 5 h, ou resfriadas (4-5ºC), em 
solução salina ou tampão fosfato-salino (PBS) 
(Mota-Filho, 2012; Silva, 2012).  A utilização de 
amostras provenientes do epidídimo, após 
refrigeração, foi realizada inicialmente por Gañán 
et al. (2009), sendo observado que estes poderiam 
ser mantidos por até 72 h a 5 ºC, sem perdas 
significativas de motilidade. Em estudo recente, 
Angrimani et al. (2018) recomendaram o 
armazenamento dos CET’s por até 48 h, reportando 
que, após este intervalo, ocorre significativa 
redução da motilidade, integridade de membrana 
plasmática e atividade mitocondrial. 
Com relação ao meio de conservação, foi 
proposta a conservação a 4ºC, dos complexos 
CTE’s, em meio TRIS-gema, o qual permitia 
redução dos danos à estrutura histológica do 
epidídimo, culminando na manutenção da 
qualidade espermática pós-recuperação (Tittarelli 
et al., 2012).   
 
Recuperação espermática 
A recuperação dos espermatozoides a partir 
do epidídimo pode ser dada através de várias 
abordagens. No entanto, devido ao pequeno 
tamanho do epidídimo do gato, as técnicas de 
fatiamento e de flutuação permitem a obtenção de 
maior volume de lavado epididimário, bem como, 
amostras mais concentradas (Lima et al., 2014).  
Na técnica de flutuação, as estruturas epididimárias 
são seccionadas, em contato com o meio de 
recuperação, e os fragmentos mantidos em repouso 
entre 10-15 minutos, para favorecer a migração dos 
espermatozoides para o meio (Thuwanut et al., 
2015). Por outro lado, no fatiamento, a cauda do 
epidídimo é fragmentada e comprimida 
simultaneamente, promovendo o extravasamento 
do fluido epididimário para o exterior (Angrimani 
et al., 2015). Outra abordagem utilizada na espécie 
felina é a técnica de compressão da cauda do 
epidídimo e ducto deferente, com auxílio de pinças 
hemostáticas (Savi et al., 2015). 
Para realizar a recuperação espermática é 
necessário empregar diluidores compatíveis às 
características dos espermatozoides da espécie 
(Lima et al., 2014). De modo geral, preconiza-se 
soluções de lavagem a base de tampão 
Trishidroximetil-aminometano (TRIS) ou ácido 
sulfônico N-tris-hidroximetil-metil-2-
aminometano (TES), adicionados de algum 
substrato energético como a glicose, frutose ou 
lactose, não havendo diferença entre esses na 
conservação dos espermatozoides felinos (Jiménez 
et al., 2013, Burannamnuay, 2017). 
A associação do TES-TRIS também 
apresenta bons resultados de motilidade 
espermática, com média de 71,1% (Waurich et al., 
2010; Vick et al., 2012; Lombo et al., 2012).  
Outros diluidores empregados são o Tampão 
fosfato-salino (PBS) (Vizuete et al., 2014), Meio 
119 Hepes modificado (M119) (Klaus et al., 2016) 
e Meio Dulbecco MEM F-10 (Ham’s-10) 
(Stachecki et al., 1994), sendo o último 
amplamente utilizado na conservação dos 
espermatozoides de felinos selvagens (Baudi et al., 
2008).  O meio  Tyrode’s modificado (sperm-
TALP) foi igualmente apontado como excelente 
diluidor, permitindo motilidade espermática (42,5 
± 4,5%) e viabilidade (68,1 ± 3,7%) superiores 
após recuperação e incubação por 2 h a 37 °C 
quando comparado com o TRIS (1,0 ± 0,7% e 67,7 
± 2,4% para motilidade e viabilidade, 
respectivamente); possivelmente, os resultados 
superiores observados para o meio TALP estão 
relacionados a presença de íons de cálcio (Ca2+), 
bicarbonato (HCO3-) e  albumina sérica bovina 
(BSA),  que induzem modificações na célula 
espermática e/ou inibem a atividade da 
fosfadiesterase, aumentando os níveis de AMPc  e 
consequentemente, a motilidade espermática 
(Buranaamnuay, 2013). 
Meios naturais têm sido testados para 
espermatozoides felinos. Neste contexto, a água de 
coco em pó (ACP®) mostrou-se como uma 
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alternativa promissora, permitindo uma média de 
motilidade total de 50,15%, pós–recuperação 
epididimária (Emerciano et al., 2013; Lima et al., 
2016).  Contudo, é válido destacar que a escolha do 
diluidor deve estar em consenso com o emprego 
final dos espermatozoides (inseminação artificial, 
refrigeração e/ou congelação), em virtude da 
interação entre os constituintes, como 
crioprotetores e aditivos (Bertol et al., 2013).   
 
Criopreservação dos espermatozoides 
epididimários   
O primeiro trabalho com criopreservação de 
espermatozoides epididimários felinos se deu na 
década de 90, quando Hay e Goodrowe (1993) 
investigaram a capacidade de fertilização destes 
gametas após coleta e refrigeração, reportando a 
competência dos mesmos em iniciar as primeiras 
fases da fertilização: ligação com a zona pelúcida 
(70,4% e 54,2% para espermatozoides frescos e 
resfriados, respectivamente) e penetração (5% para 
espermatozoides fresco e 28% para resfriados) 
após uma hora de incubação com oócitos de 
hamster. 
De modo geral, os primeiros protocolos 
adaptados para a conservação do germoplasma 
felino consistiam na congelação das amostras 
espermáticas sob a forma de pellets. Para isto, gotas 
de, aproximadamente, 30 µl de sêmen eram 
diluídas e dispostas em gelo seco, com posterior 
exposição ao nitrogênio líquido e armazenadas em 
botijões criogênicos (Platz et al., 1978; Spindler e 
Wildt, 1999). Contudo, devido ao elevado risco de 
contaminação microbiológica e, com intuito de 
melhorar os resultados pós-descongelação, que até 
hoje apresentam resultados variáveis de motilidade 
e viabilidade, foram desenvolvidos novos métodos 
de congelação e recipientes para o armazenamento 
dos gametas criopreservados, que vão desde de 
palhetas de 0,25 ml ou 0,50 ml (sendo a primeira 
mais utilizada) à criotubos de poliestireno 
(Buranaamnuay, 2017).  
Atualmente, preconiza-se a refrigeração dos 
espermatozoides felinos a 4 ºC por 60 min, seguida 
da exposição a vapores de nitrogênio, por 20 min, 
e estocagem em nitrogênio líquido (-196 ºC) 
(Cocchia et al., 2010; Macente et al., 2012, 
Buranaamnuay, 2015) ou ultrafreezers (-75 ºC), 
por até 120 dias (Buranaamnuay, 2018).  Outros 
autores optam por realizar a curva de congelação 
por 2 h (Hay e Goodrowe, 1993; Waurich et al., 
2010; Brusentsev et al., 2018), não sendo 
observado uma melhora da motilidade pós-
descongelação entre estes dois protocolos. 
 Recentemente foi proposto o arrefecimento 
inicial dos espermatozoides a 15 °C ou 10 ºC, 
seguida do resfriamento lento (- 0,27 ºC/min e – 
0,06 ºC/min, respectivamente) até 4 °C 
(temperatura de equilíbrio), no qual permaneceram 
por 5 min e posterior, submissão a vapores de 
nitrogênio por 15 min (aproximadamente – 167 
°C), obtendo valores de motilidade progressiva 
pós-descongelação de 53,9 ± 9,6% e 55,3 ± 9,9%, 
respectivamente (Klaus et al., 2016). Assim, para a 
conservação da qualidade espermática faz-se 
necessário o emprego de curvas lentas de 
refrigeração com intuito de minimizar os criodanos 
às membranas biológicas, em especial, à 
acrossomal, na qual a taxa de danos pós-
descongelação na espécie felina pode atingir 60-
80% (Pukazhenthi et al., 1999). 
Reforçando o anteriormente dito, em estudos 
ultraestruturais, Bonaura et al. (2013) 
comprovaram que curvas rápidas de refrigeração 
(como a submissão abrupta das células 
espermáticas a 4ºC por 20 min, seguida da 
exposição a vapores de nitrogênio) comprometem 
significativamente a integridade celular, 
ocasionando a formação de vacúolos, dobras e/ou 
rupturas nas membranas plasmáticas e 
acrossomais, além de vacuolização nas 
mitocôndrias. Vizuete et al. (2014), ao proporem a 
criopreservação ultrarrápida, através da exposição 
dos espermatozoides epididimários a vapores de 
nitrogênio, por dois minutos, também observaram 
queda significativa da motilidade após 
descongelação (inferior a 20%).  
Além da curva de criopreservação, é crucial 
que a composição do diluidor de sêmen seja 
adequada ao metabolismo espermático, para que a 
funcionalidade dos gametas na seja comprometida 
e este promova a melhor adaptação da célula 
durante as etapas da congelação (Toniolli et al., 
2015). De modo geral, o diluidor utilizado para 
criopreservação espermática na espécie felina tem 
como crioprotetor não penetrante a gema de ovo, 
em concentrações que variam entre 10 e 20% e, o 
glicerol, crioprotetor penetrante, em concentrações 
de 4 a 5% (Martins e Justino, 2015; Buranaamnuay, 
2017). De igual forma, a temperatura de adição do 
glicerol e o tempo de glicerolização devem ser 
padronizados, pois este apresenta toxicidade à 
célula espermática, podendo ocasionar 
desnaturação proteica, alterações no glicocálice e 
nas proteínas da superfície celular, bem como, 
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modificações nas interações dos filamentos de 
actina com consequência negativa sobre a 
motilidade (Silva e Guerra, 2011).  Assim, 
recomenda-se para o gato, a adição do glicerol a 
4ºC, a fim de minimizar os efeitos tóxicos do 
crioprotetor, em concentrações inferiores a 8%, 
sendo que o emprego deste a 5% confere melhor 
efeito crioprotetor à célula espermática (Deco-
Souza et al., 2013; VillaVerde et al., 2013). 
Associado aos crioprotetores, os aditivos 
seminais podem ser incorporados aos diluidores, 
antes ou pós-criopreservação, para auxiliar na 
sobrevivência das células e da sua capacidade 
fecundante.  Neste contexto, a pasta Equex STM, 
nas concentrações de 0,5 e 1%, associada ao 
diluidor TRIS-gema, tem sido amplamente 
utilizada, devido seu efeito positivo sobre a 
integridade do acrossoma pós-descongelação, 
impedindo ou reduzindo mudanças semelhantes a 
capacitação, através da dispersão das lipoproteínas 
da gema, tornando-as mais disponíveis no meio e 
consequentemente, aumentado o seu efeito 
crioprotetor sob as membranas biológicas (Axnér 
et al., 2004; Buranaamnuay, 2015; Thuwanut et al., 
2015; Kunkitti et al., 2016).   Embora adição do 
Equex seja recomenda durante a congelação, a 
exposição demasiada das células espermáticas a 
esta substância pode induzir fluidez excessiva dos 
componentes lipoproteicos da membrana 
plasmática, devido sua ação detergente e, acarretar 
efeito negativo à integridade da mesma 
(Buranaamnuay, 2015).  
 Em estudos prévios, foi verificado que a 
adição de antioxidantes não-enzimáticos, tais como 
cisteína, vitamina E e L-carnitina, bem como, dos 
antioxidantes enzimáticos glutationa peroxidase, 
superóxido desmutase e catalase, aos 
espermatozoides felinos, conferem melhorias na 
motilidade e integridade das membranas, pós-
descongelação (Thuwanut et al., 2008; Thuwanut 
et al., 2010; Manee-In et al., 2014).  A 
suplementação do diluidor com enzimas 
antioxidantes permite a redução da peroxidação 
lipídica das membranas celulares, através do 
sequestro/destruição dos radicais livres 
superproduzidos durante a criopreservação dos 
espermatozoides, além de, promover a manutenção 
da integridade do DNA (Thuwanut et al., 2010). 
Recentemente, também foi documentado o 
uso do análogo do ATP (ATPe), pós-
descongelação, tanto na espécie felina doméstica 
(Felis catus) quanto no leopardo-da-indochina 
(Panthera pardus delacouri) (Thuwanut et al., 
2015; Thuwanut et al, 2017). No gato doméstico, a 
incubação dos espermatozoides com 2,5 mM de 
ATPe, por 10 min, mostrou resultados superiores 
de motilidade dos gametas (53,3 ± 4,4% e 56,7± 
5,0% para controle e ATPe, respectivamente) e 
atividade mitocondrial (28,7± 4,8% e 36,4 ± 5,5% 
para controle e ATPe, respectivamente), além de 
melhorar a taxa de blastocisto in vitro de 28,8 ± 
7,4% (controle) para 36,1 ±7,0% (Thuwanut et al., 
2015). 
Quanto à descongelação, várias são as 
temperaturas (37ºC, 38ºC, 42ºC, 65ºC, 70ºC) e 
tempos (6 a 30 segundos) propostos (Axner et al., 
2004; Chatdarong et al., 2007; Cocchia et al., 2010; 
Vick et al., 2012; VillaVerde et al., 2013; Vizuete 
et al., 2014; Buranaamnuay, 2015; Thuwanut et al., 
2015; Klaus et al., 2016; Kunkitti et al., 2016).  A 
escolha do protocolo de descongelação dependerá 
da curva de congelação estabelecida, sendo assim, 
espermatozoides submetidos à refrigeração lenta 
são submetidos a tempo maior de descongelação 
(Buranaamnuay, 2017). 
Outro aspecto técnico que deve ser levado 
em consideração é a remoção do glicerol pós-
descongelação, devido à toxicidade do mesmo à 
temperatura ambiente.  Chatdarong et al. (2010) 
propuseram a diluição dos espermatozoides 
descongelados em tampão TRIS, como método de 
redução dos efeitos tóxicos dos crioprotetores, 
conseguindo aumentar a motilidade de 59,7 ± 9,7% 
para 64,2 ± 10,4%. Em trabalho semelhante, a 
centrifugação dos gametas, pós-descongelação, em 
solução colóide de camada única (SLC) foi 
recomendada como forma de seleção das células 
com melhor qualidade e para minimizar a 
contaminação dos espermatozoides epididimários 
com células epiteliais e hemácias (Chatdarong et 
al., 2010). 
 
Novas perspectivas  
A criopreservação dos espermatozoides 
epididimários felinos apresenta protocolos 
diversificados, todavia, a preservação da 
motilidade pós-descongelação ainda é uma 
problemática (Kunkitti et al., 2017).  Estudos 
futuros visando a compreensão da fisiologia 
espermática e as modificações 
estruturais/funcionais dos espermatozoides durante 
as etapas da criopreservação são necessários para 
minimizar as crinjurias (Cheuquemán et al., 2018). 
O entendimento dos fenômenos que envolve a 
teratozoospermia é uma lacuna que também deve 
ser investigada na espécie, para o melhor 
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entendimento das diferenças metabólicas entre os 
gametas normais e anormais e futuramente, 
desenvolver protocolos específicos para animais 
únicos que apresentem elevadas taxas de 
espermatozoides pleimórficos (Terrel et al., 2010). 
A exploração dos aditivos seminais com 
ação antioxidante ou mesmo, ativadores de 
motilidade pode ser uma alternativa para aumentar 
a motilidade e viabilidade dos espermatozoides 
criopreservados (Manee-In et al., 2014; Thuwanut 
et al., 2015).  O emprego da injeção 
intracitoplasmática de espermatozoide (ICSI) 
também pode auxiliar quando as amostras 
espermáticas apresentam motilidade insatisfatória 
(Prochowska et al., 2018). Assim, o investimento 
na ICSI associada com métodos de criopreservação 
por liofilização é uma opção atraente, visto que é 
uma técnica altamente promissora para a geração 
de criobancos com menores custos de manutenção 
e flexibilidade de armazenamento e transporte 
(Patrick et al., 2017).  
 
Considerações finais 
A criopreservação dos espermatozoides 
epididimários de gato doméstico ainda é um 
desafio. Contudo, pesquisas recentes sobre o 
metabolismo e crioestresse foram capazes de 
elucidar algumas características destas células e 
assim, permitiram a formulação de diluidores mais 
adequados.  
Apenas alguns poucos protocolos relataram 
a criopreservação bem sucedida com aplicação na 
fecundação in vitro e na inseminação intrauterina. 
Porém, estes resultados não são constantes entre os 
protocolos, ou mesmo replicáveis entre os 
diferentes laboratórios. Logo, a fisiologia e 
metabolismo espermático devem ser considerados 
para o aperfeiçoamento da criopreservação dos 
espermatozoides epididimários do gato doméstico, 
vislumbrando a criação de um banco de genes para 
a espécie que também sirva de modelo para os 
demais felinos. 
Adicionalmente, a compreensão das 
modificações ocorridas nas células espermáticas 
durante as etapas da criopreservação é essencial 
para o desenvolvimento de uma curva de 
refrigeração/ congelação/ descongelação menos 
danosas aos gametas felinos.   
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